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(54) TiOe: NEW CHOLESTEROL DERIVATIVE FOR LIPOSOMAL GENE TRANSFER 

(54) Bezeichnung: NEUES CHOLESTEROLDERIVAT FOR DEN LIPOSOMALEN GENTRANSFER 

(57) Abstract 

The invention pertains 
to a new cholesterol derivative 
for liposomal gene transfer, 
applicable in the fields of medicine 
and genetic engineering. The 
new cholesterol derivative 30 
N-(N,N * -dimethy laminoethane)- 
carbamoyl cholesterol (DAC-chol) 
is produced by reacting 
N.N'-dimemylethylenediamine 
and chloroformyl cholesterol 
in equimolar amounts and is 
purified by chromatography. 
DAC-chol is nontoxic and can 
be used advantageously for direct 
liposomal gene transfer. The 
invention also pertains to new 
methods of direct liposomal gene 
transfer in vivo, characterized in 
that liposome-DNA complexes 
can be applied repeatedly using 
automatic or reprimable pump 
systems either continuously or 
with purposeful time intervals. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bctrifft ein neues Cholesterolderivat fur den liposomalen Gentransfer. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 
Medizin und die Gentechnik. Das neue Cholesterolderivat 3^[N-(N^'-DiniethylaininoethaiiH:axfoainoyl]cholesterol (DAC-Chol) wild dutch 
Umsetzung von N,N'-Dimethylethylendiamin und Chlorfonnylcholestcrol in aquimolaren Mengen hergestellt und durch Chromatographic 
gereinigt. DAC-Chol ist nicht toxisch und Icann vorteilhaft fur den direkten liposomalen Gentransfer eingcsetzt wetden. Gegenstand der 
Erfindung ist femer eine neue Methode des direkten liposomalen Gentransfers in vivo, die dadurch gekennzeichnet ist, daB Liposomen/DN A - 
Komplexe kominuierlich bzw. in gezielten ZeiuntcrvaHen Qber automatische oder nachfullbare Pumpsysteme wiederholt appliziert werden. 
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Neues cholesterolderivat fttr den liposomal en Gentransfer 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein neues Cholesterolderivat fttr den 
liposomalen Gentransfer. Anwendungsgebiete der Erfindung sind 
die Medizin und die Gentechnik. 

Kationische Liposomen sind effective nichtvirale 
Transf ektionsreagentien fttr tierische Zellen in vitro (P. 
Feigner, G. Ringold, Nature 337/1989/ f 387-388). Das erste 
Reagenz dieser Art, DOTHA ( N-[l-( 2, 3-dioleyloxy ) propyl ]-N,N, N- 
trimethylammoniumchlorid) , ist nach Mischung mit einer 
aquimolaren Menge von DOPE (Dioleylphosphatidylethanolamin) in 
der Lage, eine Reihe von SSugerzellen in vitro und in vivo zu 
trans f i z i er en . 

Die Synthese von DOTMA verl&uft ttber viele Stufen mit einer 
verh&ltnim&Big geringen Ausbeute. Das handelsttbliche Mittel, 
Lipofektin, welches DOTMA und DOPE enthiilt, ist darttber hinaus 
relativ teuer. Andere kationische Liposomreagentien mit 
kommerziell zugSnglichen kationischen Amphiphilen haben sich als 
relativ toxisch gegenttber den behandelten Zellen erwiesen 
(Pinnaduwage et al, Biochim- Biophys. Acta 285/1989/, 33-37). 

X. Gao und L. Huang (Biochem. Biophys. Res. Comm. 179/1991/, 
280-285) haben das kationische Cholesterolderivat 3B[N-(N',N'- 
Dimethy laminoethan ) -carbamoyl ] cholesterol ( DC-Choi ) beschr ieben . 
Es kann in einer Stufe hergestellt werden, Liposomen mit diesem 
Lipid transf izieren effizienter und sind weniger toxisch 
gegenttber den behandelten Zellen als das Lipof ektin-Reagenz . 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein neues kationisches 
Lipid zu finden, das bei mit DC-Choi vergleichbarer Transf ek- 
tionsffthigkeit eine geringere Toxizitftt aufweist und damit 
insbesondere fttr eine in vivo-Anwendung geeignet ist. 
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Die Aufgabe wird gemaB den Anspruchen 1 und 2 gelost, das 
Herstellungsverfahren ist in Abbildung 1 formelmaBig 
dargestellt. 

Das neue Mittel unter Einsatz von DAC-Chol hat gegeniiber den 
bisher verwendeten Mitteln den Vorteil, bei hochsensiblen Zellen 
nicht toxisch zu sein und sowohl in vitro als auch in vivo zu 
erfolgreichen Transfektionen zu fuhren. Die Anwendung des 
Mittels wird an Giablastoma-Zellen der Ratte, die sonst nur mit 
geringer Effektivitat transfiziert werden konnen, gezeigt. Es 
werden Transf ektionsraten erreicht, die im Vergleich zur 
Calciumphosphat-Prazipitationstechnik (CPPT) bis zu lOfach h6her 
sind. Dieser Befund diirfte auf ein kompaktere Formation der DNA, 
einen besseren Liposom-Zellkontakt uber die positiven Ladungen 
der Vesikel und auf die hdhere Stabilitat in Hinsicht auf die 
DNA abbauenden Enzyme zuruckzuf ilhren sein. 

Dadurch kann es vorteilhaft fur den direkten liposomalen 
Gentransfer gemaB Anspruch 3 eingesetzt werden. So lassen sich 
z. B. auch Immunliposomen durch Kopplung von Organ- bzw. 
gewebespezif ischen Antikbrpem unter Zusatz von DAC-Chol/DOPE 
herstellen. Bei vorheriger Inkubation der zu transf izierenden 
DNA mit Kernproteinen (z. B. HMG-1) laBt sich eine erhfihte 
Integration und Expression des Fremdgens nach Verkapselung bzw. 
Assoziation in DAC-Chol/DOPE-Liposomen erreichen. Ein weitere 
Erhdhung der Aufnahme (Fusion) der DAC-Chol -Liposomen ist 
moglich, wenn man Fusionsproteine bzw. inaktivierte Viren in die 
Liposomenmembran rekonstituiert bzw. assoziiert. 
Von vorteil ist ferner, daB man diese Liposomen ohne 
nennenswerte Toxizitaten bzw. immunreaktionen gemaB Anspruch 4 
uber automatische Oder nachfullbare pumpsysteme zum direkten in 
vivo-Gentransf er ( intratumoral bzw. Organ-spezif isch ) 
verabreichen kann. Mit dieser Methode, die auch fur andere 
Liposomen anwendbar ist, wird eine im Vergleich zu retroviralen 
bzw. adenoviralen in vivo-Methoden eine weit h&here 
Transf ektionsef f ektivi tat erreicht. Damit kttnnen Tumorzellen, 
die sich in unterschiedlichem MaBe zu einem bestimmten Zeitpunkt 
in Proliferation befinden, transfiziert und abgetotet werden. 
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Die Erfindung soil nachfolgend durch Ausftthrungsbeispiele n&her 
erlfiutert werden. 

Ausftthrungsbeispiele 

1 . Herstel lung von 3B(N-(N,N' -Dimethy laminoethan ) -carbamoyl ) - 
cholesterol ( DAC-Chol ) 

Die symmetrische Form von Dimethylethylendiamin wird nach der 
Vorschrift von Gao et al (Bioghem. Biophys. Res. Comm. 179; 280) 
mit Chlorf ormylcholesterol umgesetzt. Das erhaltene dlige 
Produkt wird einer SSulenchromatographie (Silicagel 60, 
Laufmittel Trichlormethan/Methanol ■ 9:1) unterworfen. Das 
abgetrennte DAC-Chol besitzt nach der diinnschichtchroma- 
tografischen Reinigung (Laufmittel: Trichlormethan/Methanol = 
65:35) einen Rf-Wert von 0,53-0,57. 

Ftir die weitere Verwendung wird DAC-Chol mit DOPE im Verhfiltnis 
3:2 gemischt. 

2. Marker- und TNF-alpha-Gentransf er mit kationischen Liposomen 
in Vergleich zur Calciumphosphat-Prdzipitationstechnik (CPPT) in 
vitro 

Der Marker-Gentransfer fiihrt zu einer vierfach httheren 
Transfektionsrate fttr kationische Liposomen als mit der CPPT- 
Methode. Die humanen Zellinien N64 und N31 zeigen beim Vergleich 
mit den ttblichen Trans f ektionsmethoden (CPPT) eine 4-l0fach 
hdhere Transfektionsrate bei Verwendung von DAC-Chol /DOPE- 
Lipo somen. Beim Einsatz von F98 Gioblastoma-Zellen von Ratten 
werden jedoch nur geringe Unterschiede beobachtet. 
Interessanterweise ist die Preparation gem&B der Erfindung 
trotz des aus dem DNA-Anteil resultierenden hohen Gehalt an 
DAC-Chol/DOPE-Liposomen nicht toxisch, was sowohl anhand von 
vital itatstesten (MTT) als auch an morphologischen Parametern 
nachgewiesen werden kann. 
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Tabelle 1 

Maximale Transf ektionsef f izienz (aus 3 Experimenten , in % der 
transf izierten Zellen (5 x 10 5 , 5 /ig DNA (pBAG) ) 



Transf ektions 
roethode 


N31-Zellen 


N64-Zellen 


F98-Zellen 


DC-Choi 


1.26 


2.00 


1.06 


H Lipofectin 


0.40 


1.10 


2.05 


| Ca 3 (P0 4 ) 2 


0.12 


0.52 


0.76 


Tabelle 2 

hTNF Expression nach Gentransfer von P98 Zellen 


— 


TNF Aktivitat 

ng/ml von 5 x 10* Zellen, 24h 


Ca s (PO«) 2 


1,81 ± 0,29 


DAC/Chol/DOPE 


1,76 ± 0,3 


Lipofectin 


1,76 ± 0,29 



Die Resultate sind ein Mittel aus 4 Experimenten + 
Standardabweichung. Der t-Test fiir unabhangige Proben 2eigt 
keine signif ikanten Unterschiede zwischen den Ergebnissen der 3 
Techniken. 

Die hTNF-Sekretion nach dem Transfer mit den verschiedenen 
Methoden liegt zwischen 1-2 ng/ml. Die ausgeschiedene TNF-alpha 
Menge bewirkt eine deutliche Wachstumshemmung von F98-Zellen 
innerhalb von 5 Tagen. Die Wachstumshemmung wird von 
morphologischen Anderungen und vom Zelltod begleitet. F98- 
Zellen, die mit dem leeren (pWG29del3-)Vektor transf iziert 
wurden, exprimierten keine nachweisbaren Mengen von TNF und 
erwiesen sich als morphologisch intakt. 
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3. Die Stimulierung der TNF-alpha Expression von DAC-Chol- 
Liposomen durch Dexamethason 

Tabelle 3 



Dexamethason-stimulierte Expression von hTNF in transf izierten 
Zellen 





Nr . des 
Zellklons 
Dexamethason 
(10-M/5h) 


TNF Aktivitat 
ng/ml 

5 x 10 5 /24 h 


x fach 


| Lipofectin 


10 

+ 


2.03 
17.89 


8.9 


1 DAC-Chol/DOPE 


5 

+ 


1.12 
19.78 


17.6 


Trans feet am 


8 

+ 


2.93 
15.34 


5.3 



Dexamethason kann die hTNF-Produktion in F98 Zellklonen, 
gewonnen nach Transf ektion mit DAC-Chol-Liposomen, bis zum 
18fachen steigern. Ausgehend von den vorhergehenden Ergebnissen 
werden kationische DAC-Chol-Liposomen fur den in vivo-Marker 
Gentransfer ausgewahlt. 



4. LacZ Gentransfer mit DAC-Chol/DOPE Liposomen in vivo 

Nach dem in vivo-Marker Gentransfer mittels DAC-Chol-Liposomen 
in implantierte Rattentumore (F98, 6 nq LacZ/10 ^1 DAC- 
Chol/DOPE) konnte nachgewiesen werden, daB diese Liposomen beim 
direkten Gentransfer in der Lage waren,, bis zu 3 Zellschichten 
um die Injektionsebene herum zu transf izieren (gemessen an einer 
positiven x-Gal-Farbung) . In normalem Hirngewebe konnte dagegen 
keine Farbung durch endogene 6-Galactosidase nachgewiesen 
werden . 
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Paten tansprttche 

1. 3B [ N- ( N , N ' -Dimethy laminoethan ) -carbamoyl ] cholesterol ( DAC- 
Chol) 

2. Verfahren zur Herstellung von DAC-Chol , dadurch gekenn- 
zeichnet , daB N , N ' -Dimethylethylendiamin und Chlorf ormy 1- 
cholesterol in fiquimolaren Mengen miteinander umgesetzt werden 
und das erhaltene Produkt durch Chromatographie gereinigt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , daB die 
Reinigung sfiulenchromatographisch mit Silicagel und dem 
FlieBmittel Trichlormethan/Methanol 9:1 und nachfolgend 
dtlnnschichtchromatographisch mit dem FlieBmittel Trichlor- 
methan/Methanol 65:35 erfolgt 

4. Verwendung von DAC-Chol fur den direkten liposomalen 
Gentransfer in vivo, ggf . unter Verwendung von Antik6rpern, u. 
a. zur Herstellung von Immunliposomen , von viralen 
Fusionsproteinen und von Kemproteinen (Nichthistonproteinen) 
wie HMG-1 . 

5. Direkter liposomaler Gentransfer in vivo, dadurch 
gekennzeichnet, daB man Liposomen/DNA-Komplexe kontinuierlich 
bzw. in gezielten Zeitintervallen \Uoer automatische Oder 
nachf iillbare Pumpsysteme wiederholt appliziert. 
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(54) Title: NEW CHOLESTEROL DERIVATIVE FOR LIPOSOMAL GENE TRANSFER 

(54) Bezeichnung: NEUES CHOLESTEROLDERIVAT FOR DEN LIPOSOMALEN GENTRANSFER 



(57) Abstract 

The invention pertains 
to a new cholesterol derivative 
for liposomal gene transfer, 
applicable in the fields of medicine 
and genetic engineering. The 
new cholesterol derivative 3/3 
N-CN.N' -dimethylaminoethane)- 
carbamoyl cholesterol (DAC-chol) 
is produced by reacting 
N,N' -dimethy lethylenediamine 
and chloroformyl cholesterol 
in equimolar amounts and is 
purified by chromatography. 
DAC-chol is nontoxic and can 
be used advantageously for direct 
liposomal gene transfer. The 
invention also pertains to new 
methods of direct liposomal gene 
transfer in vivo, characterized in 
that liposome-DNA complexes 
can be applied repeatedly using 
automatic or reprimable pump 
systems either continuously or 
with purposeful time intervals. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bctrifft ein neues Cholesterolderivat fur den liposomalen Gentransfer. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 
Medizin und die Gentechnik. Das neue Cholesterolderivat 3^[N-(N f N'-Dimethylarninoethan)<arbamoyl]cholesterol (DAC-ChoI) wird durch 
Umsetzung von N.N'-Dimethylethyiendiamin und Chlorformylcholesterol in aquimolaren Mengen hergestellt und durch Chromatographic 
gereinigt. DAC-ChoI ist nicht toxisch und Jcann vorteilhaft fur den direkten liposomalen Gentransfer eingesetzt werden. Gegenstand der 
Erfindung ist femer eine neue Methode des direkten liposomalen Gen transfers in vivo, die dadurch gekennzeichnet ist, daB Liposomen/DN A- 
Komplexe kontinuierlich bzw. in gezielten Zeitintervailen fiber automatische oder nachfttllbare Pumpsysteme wiederholt appiiziert werden. 
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